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マ ウス 補体第4成分くc o mple m e nt c o mpo n e nt 4， C4， の 血清濃度 は高産生系 と低産生系の間 で20
倍 もの 差異がある ． C4h遺伝子 型 ， C4領伝子 型 が それ ぞ れ ， C4高度生 ， C 4低産生を規定す る ． 本研 究
は ， C 4生合成 の どの 段 階に お ける 調節が ， C4 の血清濃度を コ ン トロ ー ル して い るか を， 分子 レ ベ ル で
解 明 しよ う と 試み た ■ そ の た め C 4高座 生系 マ ウ ス くBlO， と C 4低産生系マ ウス くB lO． B RJの 肝臓全
R N A中 の C 4メ ッ セ ン ジ ャ ー R N AくC4m e s se nge r R NA， C 4m R N AJ， 肝 細 胞核内 の C 4特異
R N Aの 比軌 定量 を行 っ た ■ さ ら に ， 高産生糸 マ ウ ス の C4遺伝子 の 転写プ ロ モ ー タ ー 活性 を ， 核転写
ア ッ セ イ に よ っ て比較 した ． そ の 結果
，
C 4高座系と低産系の マ ウ ス の 肝細胞の C4m R N Aに は10倍以
上 の 差が み られ る の に ， 両者の C4遺伝子 の 転写 プ ロ モ ー タ ー 活性 に は ， ほ と ん ど 差が み ら れ ず ， 低
C4産生 は転写以降の ス テ ッ プ で の 異常 に よ る こ とが 示 さ れ た ． この よ う な転写後調節が ど の よ う な 機
構で起 こ っ て い る か を知 る た め に ， B lOマ ウ ス と BlO．B Rマ ウ ス の 肝初代培養細胞 で の C4m R NA の 安
定性 を比較 した と こ ろ
， C4 低産生系の Bl O．B Rマ ウ ス で は C 4m R N A が非常 に 不安定 で ある こ と が 示
さ れ た ． ま た B lO．B Rの 肝臓 の 相補 D N Aくc om ple m enta ryD NA， CD N AJ ライ ブ ラ リ ー か ら は ， 約
200 ヌ クレ オ チ ド の 異常な 挿入 配列 をも つ C 4cD N Aク ロ ー ン が得 ら れ た ．
Rey w o rds 転写プ ロ モ ー タ ー 活性 ， CO mPle m e nt C4， 補体欠損症 ， m R N Aの
安定性
補体第 4成分くc o mplem ent c o mpo n e nt4， C 4I は ，
補体の 古典経路 を介す る 活性化 に お い て 必 須の 蛋 白で
あ る ． 分子 軋 約20 万の 糖 蛋白 で
，
庇 ， 月 ， y の 3本
の ポ リ ペ プチ ド鎖が ジス フ ィ ド結合 に よ っ て連結 させ
た特異な構造 を と る が
， 生合成さ れ る時 に は ， 一山 本の
長大ポ リ ペ プ チ ド鎖くPr o－C4I と し て 生合成 さ れ ， 細
胞か ら の 分秘 の 前 に 蛋 白分解酵素に よ っ て 切断さ れ て
3本鎖構造 を とる り ．
ヒ ト C 4は ， C 4 A と C4 Bの 2 つ の ア イ ソ タイ プ か
ら成 りた っ て い る21． C 4 Aや C 4 Bの 単独欠損 は ， 正
常人 口に 高率に み ら れ る が
，
C 4 A欠損 は 汎発性紅斑
性狼瘡 と の 関連 が認 め ら れ ， C 4 B欠損 で は
， 副腎過形
成や ト型糖尿病 と連関 す る こ と が あ る 3川 ． C 4 A， C 4B
が共 に 欠 損 す る症例 は非常に ま れ で あ る が ， 重 篤な 免
Abbr eviatio n s ニAct D
， a Ctin o mycin D芸bp，
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疫複合体病変 を示 す6プ． 本研究で は ヒ ト の 種 々 の 補 体
欠損症 の 遺伝子機構の モ デ ル と して マ ウ ス C 4の 血 清
濃度 を支配す る 機構 を分子 レ ベ ル で追究 し た ． マ ウ ス
C 4の 血 清濃度 を支配 す る要因は ， 構造遺伝子 と 不 可
分 に 存在 し第17 クロ モ ゾ ー ム の 組織適合性 2 くhist．c－
O mpatibility 2， H －2I複合体 S 領域 に 位置し て い る 7I．
C4 の高産生 糸 忙4り と低産 生系くC4りの マ ウ ス の 間 で
は ， 10へ 20倍 も の 血 清濃度の 差 が生 じて い る ． ノ ザ ン
プ ロ ッ ト に よ る解析の 結果で は
，
血 中濃度 の 差 を反 映
し
，
C4hマ ウ ス の 肝臓中に は ， C41 マ ウ ス に 比 べ て10倍
以上 の 多量 の C 4メ ッ セ ン ジ ャ ー R N AくC4m es s e n．
gerR N A， C4m R NAIが存在 し て い る こと が 示 さ れ た ．
即 ち翻訳以 前の 段階で C 4bと C4－の 差が 生 じて い る と
考 え ら れ た8 卜101■ 本研 究 で は
，
C4 高 度生系 マ ウ ス
ba sepairくsh cD N A， C O mple mentary D N A三
C3， C O mple m e nt c o mpo n ent3ニ C 4， CO mple m ent com po n e nt 4i E D T A， ethyle n edia min etetr－
a a c etic a cidニ H－2， Histo c o mpatibility 2ニ kb， kiloba seくsl三 m R NA， m e S S e ngerR N A三
pB R322， a re C O mbin a nt plas midv ecto r三 S D S， S Odiu m dode cyl sulfate
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Sa．nga
くB lOl と C 4低産生系 マ ウ ス くBl O－B Rl か ら 主 要
な
c 4産生部位 で あ る 肝臓 に お け る C4m R NA や核 内
R N A中の C4 特異 R N Aの 定量 を行 な っ た ． さ ら に
肝 細胞に お け る C4 遺伝子 の 転写活性 を比較 し ， ま た
ァ ク チノ マ イ シ ン Dくa ctino mycin D， ActDl 処理 後の
初代肝印胞 を用 い て ， C4m R N A量の 経時的な変化 を
測定し た ． さ ら に ， BlO．B Rマ ウ ス の 肝臓相補 D
N A
くC Om ple m e nta ryDN A， CD N A， ラ イ ブ ラ リ
ー を作 製
し ， C4低産生系マ ウ ス の C4cDN Aを単離 し ， そ の構
造 を解析 した ．
材料お よ び 方法
1 ． 材 料
ヒ ト肝癌由来 HepG 2培養細胞株 は H． R， Colten教
授 よ り ， 入 フ ァ ー ジ 由来 Hisajim a a r mは本 庶佑教授
よ り ， マ ウ ス ア ル ブ ミ ン CDN A は S－M ．
Tilgm a n博士
よ り － H －2
k
マ ウ ス の C 4遺伝子 D N A はD－C－S href．
fler 教授そ れ ぞれ 供与 をう け た ■ 制限酵素類 は宝酒造
原 料 と東洋紡 伏 附 か ら ， アイ ソ ト
ー プ標識化合物
は ， ア マ シ ャ ム
． ジ ャ パ ン 煉 尉 より ， コ ラ ゲ ナ ー ゼ
I 軋 サ ケ精子 D NA， 酵母 R N A は， シ グ マ 社くセ ン
ト ル イ ス 市 ， 米国1 よ り ， ウイ リ ヤ ム E 培養液 は ，
Flo w LabCIrvin e， 英 臥 よ り入 手 した ． 近交系 マ ウ ス
B lO と BlO．B R は 三協 ラ ボ く静 剛 か ら得 た ■
工工 ． ノ ザ ン プ ロ ッ ト
BlO マ ウ ス と BlO．B R マ ウ ス の 雌 の 肝 臓 か ら
C hirgwin ら の 方法
l町に 従 っ て全 R N A を抽出 した －
R NA は Lehr a ch らの フ ォ ル マ リ ン 法
1 2一に よ っ て 電気
泳動 し， ニ トロ セ ル ロ ー ズ膜 に プ ロ ッ ト した ． プ
ロ ー
プ と し て は ， F M マ ウ ス C 4cD N AくpF C4－5 ．41
131 の
5
， 端 か ら得た1．5kiloba s eくk blの Av aI－Ec oR I断片
を ニ ッ ク トラ ン ス レ
ー シ ョ ン 法
1巾 で 標識 し て用い た 一
ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン は 1M 塩化 ナ ト リ ウ ム ，
0．2％ウ シ 血清ア ル ブ ミ ン ， 0．2％－ フ ィ コ
ー ル ， 0 ．2％
ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン ， 50m M ト リ ス
一 塩酸緩衝液
くpH 7． 41， 10m M ethylen edia min etetra a cetic a cid
くE D T Al， 0．1％ s odiu m dode cyl s ulfateくS D Sl， 100
JL glml 変性 サ ケ精子 D N Aを含 む溶液中で65
O
C で行
な っ た ． 反 応後 の ニ ト ロ セ ル ロ
ー ズ膜 は ， 15m M 塩化
ナ ト リ ウ ム ， 1 ．5mM クエ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ， 0 － 1％
S D S溶液中で65
O
C ， 30分間ず つ 3 回洗 い ， ，－70
0
Cで
オ ー ト ラ ジ オ グラ フ イ ー を行 な っ た ■
王1I． ド ッ ト プ ロ ッ ト
B lOマ ウス ， Bl O．B R マ ウ ス の 雌 か ら M a r zluff ら
の 方法1 引 に 従 っ て 肝臓核 を単離 し た ． 肝臓全 R N Aの
抽 出は ， ノ ザ ン プ ロ ッ ト法 の場合 と同様 に 行 な っ た ．
抽出 した R N A を10倍量の 3M 塩化 ナ ト リ ウ ム ー 0．3
M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 で 希釈 し ， ニ ト ロ セ ル
ロ ー ズ膜上 に ス ポ ッ ト し た ■ 使用 し た プ ロ
ー ブ及 び反
応条件 は ノ ザ ン プ ロ ッ トと 同様で あ る ．
IV． 核内転写 活 性の 測 定 くn u tle a r 川 n － O m ア ッ セ
イI
B lO， B lO．B Rの マ ウ ス の 雌 の肝臓 か ら M a rzluff ら
の 方法15Iに 従 っ て 核 を単離 した 後 ， 彼 らの 方法 に 従 っ
て 1011 0
8個の 核 を 70m M 塩化カ リ ウム ， 6m M
マ グ
ネ シ ウム ， 0．5m M ア デノ シ ン 三 リ
ン 酸 くade n o sin e
tripho sphate， A T Pl， 0 ．5m M グ ア ノ シ ン 三 リ
ン 酸
くgu a n o sine tripho sphate， G T Pl， 0 ．5m M シ ト シ ン 三
リ ン 酸 くCytO Sin etripho sphate ，CT Pl， OLOlm M
3 2P－ ウ
リ ジ ン 三 リ ン 酸 くuridin etripho sphate， U T Pl の溶液
中で ， 25
ウ
C， 30分間反応 さ せ た ． 半量 の フ ェ ノ
ー ル ．
ク ロ ロ フ ォ ル ム ーイ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル く25ニ24こい 混
合液 を加 えて ， 65
0
C で 5分間放置後10，0 00X g， 2 0分
間遠心 し て R N A を抽出 した 一 拍 出 した R N A を，
1ml の セ フ ァ デ ッ ク ス G 朝 カ ラム で ゲ ル 濾過 し ， 遊
離 の ヌ ク レ オ チ ド を除い た ． C 4cD N A， 補 体第3成分
cDN Aくc o mplem ent c o mpo n ent3cD N A， C3cD N Al，
組換 え体 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ
ー くr e c o mbina nt pla s mid
v e cto r， pB R3221D N A を， 10JLg ずつ 0－4N 水酸化 ナ
トリ ウ ム 溶 液中で変性さ せ て ， ニ ト ロ セ ル ロ
ー ズ膜 に
ド ッ ト プ ロ ッ ト した － その ニ ト ロ セ ル ロ
ー ズ膜 を放射
性標識 し た R N A と， 50％ ホル ム ア ル ミ ド， 0
．75M 塩
化 ナ ト リ ウ ム ， 75m M クエ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ， 0■ 1％
sD S， 1m M ED T A， 1 0m M ト リス
p 塩酸緩衝液くpH
7．41， 2FE glml 変性サ ケ精子 D N A を含む溶液中で
52
0
Cで12時間反応 させ た ． 反応後 の ニ ト ロ セ ル ロ
ー ズ
膜 を 0．15M 塩化 ナ ト リ ウ ム ， 15m M ク
エ ン 酸ナ ト リ
ウ ム 0．1％S D S溶液中で52
0
C， 30分 間3 回洗 い ， 乾燥
した 後－700C で オー ト ラ ジ オ グラ フ イ ー を行 な っ た －
V ． 肝 細胞 の 初代培養
マ ウ ス 肝細胞 は， 5週令 の BlO マ ウ ス と B lO．BR
マ ウス の 雌か ら Be rry らの 方法
16，に よ っ て得 た － トリ
バ ン プ ル ー 染色 に よ っ て ， 90％以 上 の 生存率 を示 す 細
胞 の み を実験 に 用 い た 一 肝細胞 は10％牛胎児血清加 ウ
ィ リ ア ム E 培養液で0．5へ 1 ．OX lO
7ノml に 調整 し ，
100m m 径 の シ ャ ー レ 中で培善 し た ．
VI． m R N Aの 安定性 の 測 定
B lOマ ウス と B lO．B R マ ウ ス か ら 採取 し た 肝細胞
は ， 5％C O2存在下 で37
0
C， 12時間培養 して ， シ ャ
ー レ
底 に 付 着さ せ た ． つ い で 新 しい 培養液 に 交換 して24時




を含 む新 し い 培養液 に 代 え て3 7
0
C で の培養 を
C4産生異常の 分子 機構
続 け ， そ の間 に 細胞 を継時的 に 採取 した ． 採取 した細
胞 は直 ち に － 80
0
Cに 凍結 し ， 2 日以 内に R N Aの 分析
に 用 い た ． 全 R N Aの 抽出と 分析は ノ ザ ン プ ロ ッ ト法
の項で 述 べ た 通 りの 如く に 行な っ た ． m R N A の半減
期 を推定す る ため に ， オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イ ー の 結果
を 島津 二 重波長ス キ ャ ン ナ ー くC S－9000型H 島津， 京
都1 で 分析 した ．
明I． B lO．B Rか ら の C 4cD N Aク ロ ー ン の 単離
B lO．B Rマ ウス の 肝臓 か ら 28Spolyく朗
十R N Aを
分離 し ， O kaya m aら の 法1 9 1に よ っ て cD N A ライ ブ
ラ リ ー を作製 した ． 方法の 詳細 は ， F M マ ウ ス 肝臓か
らの CD N A ライ ブ ラ リー の 作製2 0 jで 記述 した通 り で
あ る ． 作 製 さ れ た cD N Aライ ブ ラ リ ー を pFC 4－
5．4 の1．5kb HindIII断片を ブロ ー プ と し て 用 い て ス ク
リ ー ニ ン グ した ． ス ク リ ー ニ ン グ の 方法 も既報2の の 通
りで あ る ．
h l
C4 C4
1 2 3 1 2 3
C4 probe
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V7U ． B lO．B R の C 4cD N A クロ ー ン の 延 長
よ り 長い C4cD N A クロ ー ン を得る た め に e xte n si－
O n CD N Aラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し た ． B l O．B R の
C 4cD NA くク ロ ー ン 4I の 3
，
端 か ら2．6kbの 位 置 に
あ る塩基配列 に 相補的な17 ヌ クレ オ チ ドを 合成 して プ
ライ マ ー と し て用 い ， 逆転写に よ っ て cD N Aの 第 一
鎖 を合 成 した ． 2 重鎖 cD N Aは ， ア マ シ ャ ム 製 の
CD N A合成 シ ス テ ム キ ッ トを 用 い て ， 使 用説明書 に
従 っ て 合成 し ， pG E M－4 ベ ク タ ー に 組 み 込 ん だ ．
5xlO4個 の組換 え型ク ロ ー ン が得 られ た ． ス ク リ ー ニ
ン グ は pF C 4－5．4 の1．5k b Av aI－Ec oRI断片 をプ ロ ー
ブ と して用 い て行な っ た ．
1X． D N Aの 塩基配 列の 決定
Sa nge r ら
21Iが 開発 し ， M e ssing に よ っ て改良 さ れ
た M 1 3フ ァ ー ジ を用 い た ジ デ オキ シ 法22Iに よ っ て 行
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Fig． 1． Norther n blot an alysis of total R N As is olated fr o m the liv e rs of B lO
くC 4り a nd B lO．B RくC4う mic e． Tw e nty－tW O micr ogr a m sく1a n el， 8JL g く1a n e21，
a nd 2JL g く1a n e3l of total R NAs is olated fr o m B lOくC 4り a nd BlO．B RくC 4り
m o u s eliv e r s w e r epr o c e ss ed fo rNorther nblotting． The filter w a shybridized
Su C C e SSiv ely with C 4cD N Aprobe くIefり and s e r u m albu min cD N Apr obe
くrightJ． M igratio n dista n c e s of 28Sa nd 18Sribo s o m al RNAs w er eindic ated．
Note thathybridiz atio n with C 4probe of 2jL g B lO RN Ais strongertha nthat
Of 22p gB lO．B R R N A．
34 Sa－ nga
定 を行 な っ た ．
成 績
工 ． Nu cle a r r u 甘卜O mア ッ セ イ に よ る 転写活 性の 測
定
C4 高屋生系 B lOマ ウ ス と C4低産生系 B l O．B Rマ
ウ ス の 肝臓 か ら抽出 した 全 R N Aの ノ ザ ン プ ロ ッ ト の
結果 で は ， C4cDNA の量 は明 ら か に1 0倍 の 差が み ら
れ た く図1 ， 左側1． C4cD N A プロ ー ブ で ハ イ プ リ ダイ
ゼ イ シ ョ ン を行な っ た 後の ニ ト ロ セ ル ロ ー ズ 腰 を100
0
Cの 10m M ト リス 一 塩酸緩衝液 で 洗 い ， 次 い で ア ル
ブ ミ ン を cD N A プロ ー ブ と して ハ イ プ リ ダイ ゼ イ
シ ョ ン を行 な っ た 時 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ ー を 図
1 ， 右側 に 示 した ． 血清ア ル ブ ミ ン は マ ウ ス 系統間に
お い て発現量の差が み られ な い の で ， こ の実験 はイ ン
タ ー ナ ル コ ン ト ロ ー ル と な る ． BlOマ ウ ス と B lO．B－
R の 間に 差 は み ら れず本 ノ ザ ン プ ロ ッ ト実験 に お い て
ニ トロ セ ル ロ ー ズ膜 へ の R N Aの 移行 な どの 点で 技術
的欠陥が な い こ とが 示 さ れ た ． C4遺伝 子 の 肝細胞 に
お け る 転写洒 性 を 比較 す る た め B lOマ ウ ス と
B lO．B R マ ウス の肝臓 か ら核 を単離 し， 核転写活性 を
測定 した くn u cle a r ru n－ O n a S S ayl． イ ン タ ー ナ ル コ ン





Fig． 2． Nu cle a rtr a n sc riptio n a ss ay fo rthe C 4
gene of BlOくC4
h
l and BlO．B R くC 4り mic e．
Nu cle a r tr a n s criptio n くru n－ O nl ass ay with
32P－1abelled RNA is olated fro m nu clei of the
liv e r s of B lOくC 4
hlく1eftla nd B lO．B RくC4， mic e
くrightl w e r epe rfo r m ed．
3甲 －labe11ed R N As
く10 望pml w er ehybridiz ed to nitr o c ellulo s e
filte rsthat c a r ried the follo wing im m obilized
pla s mid D N As こ10JL g Of C4－ CD N AくC 41，10JL g
Of C3－ CD N AくC3Hinte rn al c o ntr ol， a nd lOJL g
Of pB R 322pla s mid D N AくpB Rl くn egatia v e
C O ntr Olン，
な い C 3に つ い て も測定を行な っ た ． ネ ガチ ブ コ ン ト
ロ ー ル と して pB R 322を プ ロ ー プ と し て 用 い た 実験
も行な っ た ． 図 2に 示 した よ う に ， C4h マ ウ ス ， C 41マ
ウ ス の C 4遺伝 子 ， C3遺 伝子 の 転 写活性は ， 両系統
の 間に 差 は み られ なか っ た ．
こ の 結果 を確 か め るた め に 肝細胞核か ら R N Aを抽
出 し ， 含 まれ る C4 特異 RNA を ド ッ ト プ ロ ッ ト に
よ っ て 定量 し て比 較 し た結果 は図 3 に示 し て あ る． イ
ン タ ー ナ ル コ ン トロ ー ル と し て ， C 4 R N Aを定量 し た
あ との ニ ト ロ セ ル ロ ー ズ膜 を ， 100
0
Cの 10m M ト リ ス
塩酸緩衝液くpH 7．41で洗 っ て C 4cD N A プロ ー ブ を除
き ， つ い で血 清 ア ル ブ ミ ン CD N A ブロ ー プ と ハ イ プ
リ ダイ ゼイ シ ョ ン を行 な っ て 得 た結果 を図の 下半分 に
示 して あ る ． B lO マ ウ ス と B lO．B Rマ ウ ス で は ， 核内
の R N A中に 含 ま れ る C4特異 R NA に はせ い ぜ い 2
倍以 下の 差異 し か認 め ら れ な か っ た ． 一 方 ， 細胞 の 全
R N A中 に 含 ま れ る C4特異 R N Aの 量 は ， ノ ザ ン プ
ロ ッ トの 結果 と同様 に 10倍 以 上 の ち が い が 認 め ら れ
た ．
I工． m RN Aの 安定性 の 測 定
B lOマ ウ ス と B lO．B Rマ ウ ス の C 4m RN Aの 恒常状
態 に お け る レ ベ ル の 違 い が ， 両者の お け る m R N Aの
安定性 の 差 に よ る可能性 を テ ス トす る た め に ， 両系統
の マ ウ ス の 肝 初代培養細胞 を ActD で処 理 し て
RN A の新 しい 合成 を停止 させ た後 ， C4m R N A の量
を継時的 に 測定 した ． 図4 くAl に 示 ず よ う に B lO．Bt
R マ ウ ス の C4m R N Aが B lO よ り も急速 に 減少 して
ゆ く こ と が わ か っ た ． 残 存 す る C4m R N A 畳 を，
ActD 処理 後 の 時間に 対 して プ ロ ッ ト して 半減期 を計
算 した と こ ろ ． BlO．B R で は13時間 であ っ た の に対 し
て B lO で は， 15時間よ り はる か に 長 く ， 外挿 法で は
28．5時 間で あ っ た く図 4 く即1． イ ン タ ー ナ ル コ ン ト
ロ ー ル と して 測定 した ア ル ブ ミ ン の m R N Aの 安定性
に つ い て は ， B lOと Bl O．B Rの 間で 差が 認 め ら れ な
か っ た ． 図 4 く別 に は 3回の 実験 の 結果が ま と め て あ
る ．
王I
． 異 常 な 挿 入 配 列 を 含 む B lO． B R 由 来 の
C 4cD N Aの 分 離
B lO．B Rマ ウス の 不安定 な C4m R N Aの 本体 を推定
す る た め に B lO．B Rマ ウス 肝臓 の 高分 子 m R N A か ら
CD N A ラ イ ブ ラ リー を作製 し ， C 4cD N A クロ ー ン を
分 離 した ． 約8 0，000個 の 独立 の クロ ー ンを pFC4．5．4由来
の1．5kb H indIII断片 をプ ロ ー プと して 検索 した ．
得 ら れ た2酎圃の ク ロ ー ン の 内 ， ク ロ ー ン 4 が最長の
イ ン サ ー トく3．4k bI を も っ て い た ． こ の ク ロ ー ン を制
限酵素地図 を作 っ て 分析 した と こ ろ ， こ れ まで 報告さ
C4産生異常の 分子 機構
れ た F M マ ウ ス や W 7マ ウ ス の C 4cD N Aと 一 致 し
た f 塩基配列 の 相同性 も高く ， F M の C4cD N A20，と は
13個 軌 W 7
23，の C4cD N Aと は15個所 で置換が み られ
る だ け だ っ た ． さ ら に 長 い cD N Aを得 る た め に ，
e xte n sio ncD N A ライ ブラ リ ー を作 製 し， pF C 4－5 ．4由
来 の1．5k b AvaトEc oRI断片を プ ロ ー ブ と し て検索 し
た ． ラ イ ブラ リ ー に 含まれ る約50
，
000個 の ク ロ ー ン か
ら 得ら れ た C4cD NA の う ち ， ク ロ ー ン 7 が最長で あ
り ， 2．1k bの イ ン サ ー トを含 ん で い た ． ク ロ ー ン 7の
3
，
側 の ヌ ク レ オ チ ド 配列約80 0塩基体 tba sepair，
bpJ は ク ロ ー ン 4 と完 全 に 重 な っ て い た く図6ユ． ク
ロ ー ン 7 の制 限酵素地図や ， 塩基配列の 大部分 は こ れ









デ ー タJ な どの 近交系 マ ウ ス か ら得 ら れ た C 4cD N A
の それ と 一 致 し た ． た だ ク ロ ー ン 7に は約 200bp の ユ
ニ ー ク な塩基配列が挿入 され てしユる こ とが 大 きな 相遠
点であ っ た く図 7J．
考 察
C4高塵生系 マ ウ ス くB lOJ と C4低産生系 マ ウ ス
くBlO－B Rぅ の肝臓 か ら抽出し た全 R N A中 に 含ま れ る
C 4特異 R N Aの 量 に は ， 10倍以上 の 差が 認め ら れ た ．
こ の よ う に 血 清 中 の C4演度 に 比 例 し て 特 異 の
m R NA の 量 に 羞 が み ら れ る こ と か ら
，
B l Oと
B 肌 B Rの C 4塵生畳の差 は翻訳以 前の 段階で生 じて
い る事 は 明ら か で あ る ． 一 方 ， 肝遊離核 を用 い た 転写
5 2■5 －．2 0．6 0．3
盛
Fig． 3． Dot blot a nalysis of total R N Aa nd n u cle a rR N A is olated fr o m theliv e rsof C4h and C 4
1
mic e． Total R N Aand n u cle a rR NA w e r epu rified fr o mfr esh liv erくtotal R N AJ a nd isolated liver n u clei くn u cle a r R N AJ by the
gu a nidine isothio cya n ate m ethod
llI
■ To minimiz e the c onta minatio n of
CytOpla s mic R N A， 1iver n u clei w e repr epa red by c e ntrifugatio n o nthe 2，O M
S u C r O S e c ushio n． Va rio u s a m o u nts of total RN A， n u Cle a rRN A a nd tRN A
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Fig． 4． Dete r min ation of the st
ability of C4m R N Ain hepato
cyte prl m ary
c ulture of B lOくC4り a nd BlO．B RくC 4り m ou se str a
ins． くAI Total R N As w er e
is olated fr o m Act D
－tr e ated hepato cyte s of C 4
－highくB lOl a nd C 4－lo w くB lO．B RI
strain s a nd pr o c e ssed fo rNorthe r nblott
ing． Fiv e mic r ogr a m s
R N A fr o m B l O
a nd 10p g RN A fr o m B
lO．B R w ere u s ed fo r the ele ctr opho r e si ． A
r abic
n u m e r alsindic ate thelength oftim eくho u r， of Act D tr e atm e
nt． T he filte r w a s
hybridiz ed with C 4cD
N Apr obe and s er u m albumin cD
N Apr obe． M igratio n
dista n ce s of 28Sa nd 18S ribo so m al R N As w e
r eindic ated． T he C4 RN A w a s
sho w n a stw oba nds be c a u se ofthe displa ce
m e nt by abu nda nt 28Sribo so m a
l
R N Apr e se ntin the R N Apr epa
r ato n S． くB， Se mi－loga rithmic plot of r e sidu a
l
c4 m R N Aa nd se r u m albu min afte r Ac
t D tr e atm e nt－ T he R N As we r e
qu antitated by den sito m etric
s c a n ni g of a uto r adiogram sho w n
in Fig．4 A and
the r elativ e am o u nts of m R N As w e
re plotted again st tim e
afte r Act D
inhibitio n． Clos ed cir cles c o n n e cted with a da she
d lin eindicate R N As fro m
BlO hepato cytes a nd clo sed tria ngle sc o n n e Cted
with a solid lin eindic ate R N As
fr o mB lO．BR hepato cytes．
C 4産生異常の 分子機構
活性に つ い て は ， B lO と B lO．BR の 間 に 有意な 差は認
め ら れ な か っ た ■ また肝臓 の核内 RN A中の C 4特異
R N Aの 定量 の 結果 で も B lOと B lO．B Rの 間の 適 い
は ， 2倍以 内であ っ た ． こ れ らの 結 果か ら ， マ ウ ス 血
清中の C 4産生 壁が C 4遺伝子 の 転 写活性の 大き な適
い に基づ く の で は な く ， 転写後 の調節の 適い が 主 た る
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原因で ある こ とが 明 らか に な っ た ． マ ウ ス C4 の 転写
は ， 転写開始点 から 5， 上 流約 40 0bp の 領域 に よ っ て
調節さ れ て い る こ と が 報告 され て い る13囲 靭 ． Bl O．B R
か ら分離 し た C 4遺伝子 の 5
，
上流領域の 転写活性 は
C 4高度系 の F M マ ウ ス の C 4遺伝子 に 比 べ て 決 して
低く は な い こ とが わ か っ て お り 狗 ， 本研究 の 結論 を支
ぱ r
Ct．4 十
A H 血 川l 平 日加 刷H う pstl
J p，ull T Av al マ Ec oRI
ト． 王
Fig． 5． Restrictio n m ap of C4cD N Aclo n e sis olated fr o mthe cD N A libr a ry of
Bl O．B Rm o u seliv e r－ Clo n e4てCl．4Jis thelo nge st C 4cD N Aclo neis olated fr 。m
the liv er cD N Alibra ry with the in s ert of3．4k b， Clo n e7くCl．7J w as the lo ngest
C 4cD N Aclo n eisolated fr o mthe e xte n sio n cDN A libr a ry． T he 3
，
e nd regio n
CO．8k bl of Cl．7 c o mpletely o v erlap ped with the 5， e nd regio n of Cl．4 a s sho w n
by r estrictio n m ap ping a nd by n u cle otide s equ e n c edetermin atio n． Do uble－he ad
arro w spa n ning Pv uII a nd Ec oRI sites indic ate s the regio n of in s e rted
nu cle otide sequ e n c e sho w nin Fig．7． In the up pe rpa rt ofthe figu re is sho w n
the s ubu nit stru ctu r e ofthe pre c u r s o rfrom of C4くpr o－ C4ン．




ナ． ご こ 一 ト 一 三 －こ 千 1 こ 二 王 こ
ご i こ 二 王 ．ニ ナ ．－．j i て 一
二 三 1 i こ
ユ ニ 三 i 二．－－－1
ニ 1ー 三 三
j ．－．こ
Fig． 6． D N As equencl ng Strateg yfo rthe n u cle otide s equ e nc es of clo n e4 a nd
Clo n e7． Sequ e n cedete r minatio n w a s c a r ried o ut u sing en zym e site sindicated．
Arr o w sindic ate the dire ctio n and le ngth of D N As equ e n c esdete r min ed by the
dide o xy chain ter min atio n method．
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Sa－ nga
持 して い る ．
B lO．BR の C 4遺伝子 は ， C 4 の主た る産生臓器 で
あ る肝臓で は ， B lO に 負け ない 位清発 に 転写 さ れて い
る こ とが 示 され た が B lO．B R マ ウ ス の 肝細胞中で は
c 4m R N A は著 しく不安定で ， 急速 に 分解 され る こ と
が 図 4に 示 した実験 に よ っ て 明 らか とな っ た 一 ヒ ス ト
ン 遺伝子
27，
， C－ m yC 遺伝子
281の 発現や ， 成長 ホ ル モ ン ，
リ ン ホ カイ ン の 誘導
2 潮 が m R N A の安定性 を介 し て
調節 され て い る と 考え ら れ て い る が ， 補体遺伝子 の 産
生に つ い て も 同様 の調節 が行 な わ れ る こ と が ， 本研究
に よ っ て 初 めて 示 され た こ と に な る ．
B lO．B Rの 肝 cD N A ライ ブ ラ リー か ら は 明 ら か に
異常 な挿 入配列 を含む C4cD N A が分離 さ れ た － こ の
挿入 配列 の前半部 騰 基番号 106
－2321 は ， B 2反復配
那
1，と 相同性があ り ， そ れ に ポ リ A 配列が続 き ， そ の
後 に 明 ら か に C4遺伝子 の イ ン ト ロ ン 由来 と思 われ
る
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Fig． 7． Nu cle otide s equ e n c e of Pv uII
－ Ec oRIsites of C 4cD NA of B lO．B R m o u se
くC4う． T he n u cle otide s equ e n c eof the Pv uII
－Ec oRI fr agm e nt a sindic ated in
Fig．5 w a sdete rmin ed a nd c o mp
a red with the sequ e n c e s of the c o r r espo nding
pa rt of C 4cD N As fr o m D B
A11くC 4
b
， C 4り－， F M くC 4
h
， C4
ml a nd B lO．W RくC 4
h
，
c 4Wり． As for the s equ en c e s ofthe seC4
h
str ain s， O nly the n u cle otide sdiffe re nt
fr o m C4
1
sequ en c e a re sho w n－ Da s
hedlin eindic ate s a nide ntic alpo sitio n a nd
a sterisk indicate sthe deletio nintr odu ced into the seq
u en c e stO ma Ximiz e the
ho m olog y with the C4
1
sequ en c e．
C4産生異常の 分子機構
配列 が存在 す る ． 挿 入 配 列 の 前端 は A G， 後 端 は
GT であ っ て ， ス プ ライ シ ン グ さ れ ずに 残 っ た配列 と
思わ れ る ． い ず れ に せ よ こ の 異常 挿入 配列 を も つ
C 4m R N Aに は ， 終止 配列 が何箇所 に も 出現 して お
り ， こ の よ う な m R N A から C4 蛋白前駆体 くpr o－
C 41 が 翻訳さ れ る こ と は な い と思 わ れ る ． B lO．B R マ
ウ ス の 血清中 に 存在す る少量の C4 は補体活性 を も つ
正 常 の 補体蛋白乃 で あり ， こ の 異常 m R N Aに よ っ て
コ ー ド され た もの で あ る可能性 は な い ． た だ し本研究
で は ， こ れ ま で B lO．B R の 肝 cD N Aに 含 ま れ る
C 4cD N A の内 ， 異 常挿 入配列 をも た ない ， 活性 を も つ
蛋 白に 対応す る cD N A クロ ー ン は ， 同定さ れ て い な
い
． 従 っ て 異常な cD N A と 正常な C 4cD N Aと の比率
も不明の ま まで あ る ． また こ の 研究 で 同定さ れ た ， ま
た こ の 異常 C4m R N Aが 実際に不安定性 な も の であ る
確率 は高 い が 確証 は ない ． こ れ ら の 問題 を解決 す る た
め に ， B lO．B R の C4m R N A分析 を進 め てい る ．
結 論
1 ． C4 の 高発現系くC 4り マ ウ ス B lO と， 低発現系
くC41の マ ウス B l O．B Rの 肝臓か ら
，
全 R N A を抽出
し ， C4m R N Aを定量 し た と こ ろ ， C 4
h
マ ウ ス の肝臓 に
はC 41 に 比べ て10倍以上 の 多量 の C 4m R N Aが 含ま れ
て い た ． 一 方 ， B lOマ ウス と Bl O．B Rマ ウ ス の 肝細胞
遊離核 を用 い て 転写活性を比較 し た と こ ろ ， 有意 の 差
は認 め られ な か っ た ． ま た BlO マ ウ ス の 肝 臓 か ら 核
内 R N Aを抽出し ， 核内 C4特異 R N Aを定量 し たが
前者 に 僅か に 多い だ けで あ っ た ．
2 ． B lOマ ウ ス と BlO．B Rマ ウ ス か ら 分離 し た初代
肝細胞培養 を用 い て C4m R N Aの 安定性 を比較 し た ，
そ の 結果 ， B lO．B Rマ ウ ス の C 4m R N A は B lOマ ウ ス
の C 4m RN A よ り も明ら か に 不 安定 で あ っ た ．
3 ． BlO
．B Rマ ウ ス の 肝臓 cD N A ライ ブ ラ リー か ら
C 4cD N A単離 した と こ ろ イ ン ト ロ ン 由来と思 われ る
異 常挿入配列 をも つ ク ロ ー ン が検 出され た ． こ れ らの
実験成績か ら ， C 4低産 生系の B lO．B R マ ウ ス の C4
遺伝子 の 発現が低下 して い る の は ， 転写能力 が低 い た
め で はな く ， 転写以 降翻 訳以 前 の ス テ ッ プ で の 異常 に
よ る こ とが 明ら か と な っ た ．
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The e xpre s sion of the fou rth c om po nent of c om ple m e ntくC4l oF the m ou s ec an diffe r
2 0－fol d a nd deter mined by C4－highくC4り or C4－lo w くC 4り allele． To in ves tigate the
m ole cular m echanism s u nde rlying the diEfe re nt e xpr essio n of C 4， the author c o mpar ed the
activity of trans c rlption of the C 4ge n esbetw een high C4 producer a nd low C 4pr oduce r
Strains oE mic eくB lOv ers u sB 1 0－ B Rl， uSing nu clear tr a nscriptional assay． The author als o
C Ompared the level oE C4 m esse ngerRNAくC4 mR NAlin total RNA a nd C4－SpeCific R N A
in nu cle ar R N A of the live r． The re s ults re ve aled no slgnific ant diffe r en c ein the
tr ans crlptional activity betw e en c 4
h
and C41 genes． Ho w e ve r， the steady statelevel of C4
m R N A are l O－fol d low e rin C4L strains tha nin C4h strain s， S ug geSting that the m ajor pa rt
Of regulation of C4 plasm a le v els o c u rs a t the lev el of po sトtr a n s cription ． To cla rify the
m echa nis m which co ntributes t o the pos トtransc rlption al r egulation of C4 ge n e， the s tability
Of C4 m R N A in the prim ary hepato cyte c ultu r e s of theC4h and C41 m ou s e str ains wa s
C O mPared． The re sults obtained s ug gested thatC 4 m RN A de cays m uchfaster in the C41
than in the C 4h m ouse ． Furtherm o r e， aber rant C4 cD N A containlng u n Spliced intron
S equ e n Ce Of abo ut 2 0 0bp w a sis olated fr o m the cD N A libr a ry of B l O． BR m o use liv e r．
